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Verwendung der Inhibitoren von Enzymen mit Aktivitaten der 
Aminopeptidase N und/oder der Dipeptidylpeptidase IV und 
pharmazeutischen Zubereitungen daraus zurTherapie und Prevention 
dermatologischer Erkrankungen mit sebozytarer Hyperproiiferation und 
veranderten Differenzierungszustanden 



Die Erfindung beschreibt die Hemmung der fur die Proliferation notwendigen 
DNA-Synthese von Sebozyten durch die Wirkung von Inhibitoren der Aminopep- 

• tidase N (APN, EC3.4.11.2, CD13) oder/und der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, 
EC 3.4.14.5, CD26) im Ergebnis der einzelnen, simultanen oder zeitlich unmittel- 
bar aufeinanderfolgenden Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser 
Enzyme oder Enzymen gleicher Substratspezifitat (APN- oder/und DP IV-analoge 
Enzymaktivitat) auf der Basis von Aminosaurederivaten, Peptiden oder Peptidde- 
rivaten, durch welche die Proliferation (DNA-Synthese) von Sebozyten suppri- 
miert wird. 




Eine Reihe dermatologischer Erkrankungen gehen mit sebozytarer Hyperproiife- 
ration und veranderten Differenzierungszustanden einher. Zu ihnen gehSren 
sowohl benigne follikulare Hyperproliferationszustande (Akne, akneiforme foili- 
kulare Reaktionen, Steatocystoma multiplex, Talgdrtisen-Naevi, senile Talgdru- 
sen-hypertrophie, Seborrhea der Haut und Haare) als auch maligna follikulare 
Hyperproliferationszustande (Mischtumoren, Sebaceome, TalgdrQsen-Tumoren, 
Talgdrusen-CA). 

Peptidasen wie die Dipeptidylpetidase IV und die Aminopeptidase N oder ahnlich 
wirkende Enzyme sind fQr die Regulation bzw. Modulation von Wechselwirkun- 
gen zwischen Zellen besonders interessant, da sie u. a. als Ektoenzyme In der 
Plasmamembran der Zellen lokalisiert sind, Interaktionen mit anderen extrazellu- 
laren Strukturen eingehen, peptiderge Botenstoffe durch enzymkatalysierte 
Hydrolyse aktivieren bzw. inaktivieren und dadurch wichtig fQr die Zell-Zell- 
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Kommunikation sind [Yaron A, et al.: Proline-dependent structural and biological 
properties of peptides and proteins. Crit Rev Biochem Mol Biol 1993;28:31-81; 
Vanhoof G, et al.: Proline motifs in peptides and their biological processing. 
FASEB J 1995;9:736-744]. 

Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion 
von Immunzellen. insbesondere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptida- 
sen wie DP IV oder APN eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: CD26 a surface 
protease involved in T-cell activation. Immunology Today 1994; 15:180-184; 
Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in growth and function of 
human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 4:17-27; Rie- 
mann D et al.: GDI 3 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen Mitogen-stimulierter mononuklearer 
Zellen (MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNA-Synthese, Produktion 
und Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-7) und 
Helferfunktionen fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von 
spezifischen Inhibitoren der DP IV oder der APN gehemmt werden [Schon E et 
aL: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme involved in the proliferation 
of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9-K15; Schon E et al.: The 
role of dipeptidyl peptidase IV in human T lymphocyte activation. Inhibitors and 
antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation and 
immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Rein- 
hold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming 
growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells.. Immunology 1997; 91: 
354-360; Lendeckel U et al.: Induction of the membrane alanyl aminopeptidase 
gene and surface expression in human T-cells by mitogenic activation. Biochem. 
J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl peptidase IV: A cell surface 
peptidase Involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 
3-15; Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in growth and function of 
human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. Es ist bereits bekannt, 
daS die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und TransplantatabstoSung 
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durch Hemmung der auf tmmunzeilen iokalisierten Dipeptidylpetidase iV mit Hilfe 
von synthetischen Inhibltoren mdglich ist (z. B. EP764151 A1. WO09529691. 
EP731789 A1, EP528858). 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zugrunde, dass die einzelne Oder 
gleichzeitige Wirkung von Inhibitoren der auf bzw. in Sebozyten exprimierten 
Dipeptidylpeptidase 1V/CD26 und Aminopeptidase N/CD13 oder Enzyme gleicher 
Substratspezifitat (APN- oder/und DP IV-analoge Enia^maktivitat), die Proliferati- 
on (DNA-Synthese) dieser Zellen hemmt. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie und zur Prevention von dermatologi- 
schen Erkrankungen mit sebozytarer Hyperproliferation und veranderten Diffe- 
renzierungszustanden (benigne follikulare Hyperproliferationszustande wie Akne, 
akneiforme follikulare Reaktionen, Steatocystoma multiplex, Talgdrusen-Naevi, 
senile TalgdrQsenhypertrophie, Seborrhoe der Haut und Haare als auch maligne 
follikulare Hyperproliferationszustande wie Mischtumoren, Sebaceome. Talgdru- 
sen-Tumoren, TalgdrQsen-CA), fQr deren Entstehung die Proliferation von Sebo- 
zyten eine zentrale Bedeutung hat, die einzelne oder gleichzeitige Applikation 
von Hemmstoffen der DP IV und der APN oder Enzymen gleicher Substratspezi- 
fitat (APN- oder/und DP IV-analoge Enzymaktivitat) bzw. entsprechender Zube- 
reitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 

Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, dass die DNA- 
Synthese von Sebozyten durch die Gabe von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase 
IV oder/und der Aminopeptidase N signifikant inhibiert wird. 

Die oben genannten Erkrankungen warden bisher topisch und/oder systemisch 
mIt Antibiotika und/oder antiproliferativen und differenzierenden Substanzen 
(Antiandrogenen, 13-cis-Retinsaure u. a) behandelt. Insbesondere bel der sy- 
stemischen Anwendung treten haufig unerwQnschte Nebenwirkungen auf. Dies 
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sind u. a. Teratogenitat, LipidstofiwechselstQrungen, psychoreaktive Erschelnun- 
gen. gastrointestinale Beschwerden sowie muco-cutane irritative Reaktionen. 

Der Einsatz von DP IV- oder/und APN-lnliibitoren wQrde bei den genannten 
Erkrankungen eine ganzlicii neuartige, vorraussichtlich sehr effektive, mogli- 
cherweise kostengunstige Therapieform und einen wertvollen aiternativen Be- 
standteil der bestehenden Tlierapiekonzepte darstellen. 

Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV 
oder/und der Aminopeptidase N Oder Enzymen gleiclier Substratspezifitat (APN- 
oder/und DP IV-analoge Enzymaktivitat) kdnnen in pharmazeutisch anwendbaren 
Formulierungs-komplexen als Inhibitoren. Substrate. Pseudosubstrate, intiibito- 
risch wirkende Peptide und Peptidderivate sowie als Antikorper dieser Enzyme 
zur Anwendung kommen. 

Bevorzugte Effektoren sind beispielsweise fur die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide, 
entsprechende Derivate, vorzugsweise DipeptidphosphonsSure-diarylester und 
deren Saize, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0-10). entsprechende Deri- 
vate und deren SaIze bzw. AminosSure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate 
und deren SaIze, wobei Xaa eine a-Aminosaure/lminosaure bzw. ein a- 
Aminosaurederivat/lminosaurederivat. vorzugsweise NM-Nitrobenzyl-oxycarbon- 
yl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan,L-lsoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur 
cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperldin, Thiazolidin und deren Derivate. Der- 
artige Vert)indungen und deren Herstellung wurden in einem friiheren Patent 
beschrieben (K. Neubert et al. DD296075A5). Bevorzugte Inhibitoren fur die 
Alanyl-Aminopeptidase sind Bestatin (Ubenimex). Actinonin. Probestin, Phebe- 
stin, RB3014 Oder Leuhistin. 



Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten TrSgerstoffen verabreicht. Die 
Verabreichung erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. 
Cremes. Salben, Pasten, Gelen, L6sungen, Sprays, Lipo- und Nanosomen, 
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SchQttelmixturen. Hydrokolloidverbanden, Pflaster und §hnliche neue Tragersub- 
strate, Jet-lnjektion bzw. anderen dermatologischen GmndlagenA/ehlkeIn ein- 
schlieSllch instillativer Applikation und andererseits als systemische Applikation 
zur oralen, transdermalen, intravenSsen, subcutanen, intracutanen, intramuskuia- 
ren Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 



AusfQhrungsbeispiel 1 

Inhibierung dor DNA-Synthose dor Immortallslorton humanen Sobozyton- 
zelliinie SZ95 durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoron dor DP IV 
oder/und dor APN 

Unsere Untersuchungen zeigen. dass die DNA-Synthese der immortalisierten 
humanen Sebozytenzelllinle SZ95 (Zoubouiis C.C. et al: Establishment and 
characterization of an immortalized human sebaceous gland cell line (SZ95). J. 
Invest. Dennatol. 1999, 113: 1011-1020) durch die Administration von Inhibitoren 
der DP IV (Lys[Z(N02)l-thiazolidid) oder/und der APN (Actinonin) dosisabhangig 
gehemmt wird. 

• Die humane Sebozytenzelllinie SZ95, welche als Zellmodell fOr die Akne akzep- 
tiert ist. exprimiert stark DP IV und APN (Abb. 1). Die Enzymaktivltat der DP IV 
von vitalen Zellen betragt 38 + 18 pkat/JO^ Zellen, die der APN betrSgt 262 + 58 
pkat/10® Zellen (n = 3). Entsprechen ist die mRNA von APN und DP IV auf 
diesen Zellen nachweisbar (Abb. 2). 
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Abb. 1: Durchfiul^zytometrischer Nachweis der Expression von DP IV (CD26) 
und APN (CD13) auf SZ95-Zellen 

SZ95-Zeiien wurden 48 h mit den oben genannten Inhibitoren inkubiert und 
anschiie&end uber die Messung der ^[H]-Thymidin-inkorporation die DNA- 
Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhoid D et al.: Inhi- 
bitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi 
in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abbil- 
dung 2 zeigt die dosisab-hangige Hemmung der DNA-Synthese. 



SZ95 
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Abb. 2: Nachweis der mRNA-Expression von DP IV (CD26) und APN (CD13) auf 
SZ95-Zellen mittels RT-PCR 
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Abb. 3: DosisabhSngiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
thiazolidid) und der Aminopeptidase N (Actinonin) auf die DNA-Synthese huma- 
ner SZ95-Sebo2yten. 



Die Zellen wurden uber 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen der 
Inliibitoren inkubiert. AnschlieRend wurde dem Kulturnnedium ^[H]-l\/lethyl- 
Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNA eingebaute 
Menge an ^[H]-Tliymidin gemessen. 
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Patontansprucho 

1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von 
Enzymen mit gleicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) oder/und 
von Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzy- 
men gleicher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) zur Hemmung der 
Proliferation (DNA-Synthese) humaner Sebozyten. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa- 

• Pro-Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat), 
entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphons^urediarylester, Di- 
peptidboronsauren (z.B. Pro-boro-Pro) und deren Saize, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro- 
(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosaure, n = 0-10), entsprechende Derivate und 
deren SaIze, Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren SaIze, 
wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein seitenkettengeschutztes Derivat, vor- 
zugsweise NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-lsoleucIn, L-Valin, L- 
Tryptophan, L-Prolin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, 
Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren, Tryptophan-1, 2,3,4- 
tetrahydroisochlnolin-3-carbonsaure-derivate (TSL) und (2S,2S',2S")-2-[2'-[2"- 
amino-3"-(indol-3'"-yl)-r'-oxoprolyl]-r,2',3',4'-tetrahydro-6'8'-dlhydroxy-7- 

• methoxyisochinol-3-yl-carbonyi-amino]-4-hydromethyl-5-hydropentansaure (TMC- 
2A) sind. 

3. VenA/endung nach Anspruch 1, worin Aminosaureamide. z.B. NM- 
Nitrobenzyloxy-carbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das 
entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperidid- 
derivat bevorzugt als DP IV-lnhibitoren eingesetzt werden. 



4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als inhibitoren der APN bevorzugt Actino- 
nin, Leuhistin, Phebestin, Amastatin, Bestatin, Probestin, B-Aminothiole, a-Ami- 
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nophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise D-Phe- 
YP0(0H)-CH2]-Phe-Phe und deren Saize fungieren. 



5. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der AnsprQche 1 bis 4 zur 
Vorbeugung und Therapie von sowohl benignen folllkularen Hyperproliferations- 
zustanden (Akne, akneiforme follikulare Reaktionen, Steatocystoma multiplex. 
Talgdrusen-Naevi. senile Talgdrusenhypertrophie, Seborrhoe der Haut und 
Haare, SAHA-Syndrom [Seborrhoe. Akne, Hirsutismus, Alopecie]) als auch ma- 
lignen follikuiaren Hyperproliferationszustanden (Mischtumoren, Sebaceome, 
Navus sebaceus mit maligner Entwicklung, Talgdrusen-Tumoren, Talgdrusen- 

^ CA). 

6. Pharmazeutlsche Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase 
IV (DP IV) Oder DP IV-analoger Enzymaktivitat oder/und Inhibitoren der Alanyl- 
Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzyme gleicher Substratspezi- 
fitat (APN-analoge Enzymaktivitat"^! und in Kombination mit an sich bekannten 
Trager-, Zusatz- und/oder Hilfsstoffen. 



7. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfassend als Inhibitoren der 
DP IV bevorzugt Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-AmlnosSure bzw. seitenketten- 

_ geschutzte Derivate), entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphon- 
saurediarylester und deren SaIze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a- 
Aminosauren, n=0-10), entsprechende Derivate und deren SaIze bzw. Aminosau- 
re (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren SaIze, wobei Xaa eine a- 
Aminosdure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise NM- 
Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-lsoleucin, L-Valin, L-Tryptophan, L-Prolin ist 
und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und 
deren Derivate fungieren. 

8. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfassend als Inhibitoren der 
DP IV vorzugsweise Aminosaureamide. z.B. NM-Nitrobenzyloxy-carbonyl-L- 
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Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2- 
Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperididderivat. 

9. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch'6 um^ssend als Inhibitoren der 
APN vorzugsweise Actinoin, Leuhistin, Phebestin, Amastin, Bestatin, Probestin, 
S-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, bevor- 
zugt D-Phe-H/[PO(OH)-CH2l-Phe-Phe und deren Salze. 

10. Phamiazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 6 bis 9, unn^ssend 

• zwei Oder mehrere der Inhibitoren der DP IV bzw. DP IV-analoger EnzymaktivitSt 
oder/und der APN bzw. APN-analoger Enzymaktivitat In raumlich getrennter 
Formulierung in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen zur gleichzeitigen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden 
Verabreichung mit dem Ziel einer gemeinsamen Wirkung. 

11. Pharmazeutische Zubereitung gem3& Anspruche 6 bis 10 fur die systemische 
Anwendung zur oraien. transdennalen, intravenOsen, subcutanen, intracutanen, 
intramuskuldren, rektalen, vaginalen, sublingualen Applikation zusammen mit an 
sich bekannten Trager-, Hllfs- und/oder Zusatzstoffen. 

Pharmazeutische Zubereitung gemSB AnsprUche 7 bis 10 fur . die topische 
Anwendung in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, 
Lipo- bzw. Nanosomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen 
demiatologischen Grundlagen/ Vehikein, einschlie&lich instillativer Applikation. 
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Zusammenfassung 

Verwendung der Inhibitoren von Enzymen mit Aktivit3ten der 
Aminopeptidase N und/oder der Dipeptidylpeptidase IV und 
pharmazeutischen Zubereitungen daraus zur Therapie und Prevention 
dermatologischer Erkrankungen mit sebozytdrer Hyperprofiferation und 
verdnderten Differenzlerungszustanden 

Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren, zur Hemmung der fur die Proliferation 
notwendigen DNA-Syntliese von iiumanen Sebozyten durch die alleinige oder 
gemeinsame Wirkung von inhibitoren der von diesen Zellen exprimierten Aianyl- 
Aminopeptidase (APN) und Dipeptidylpeptidase IV (DP IV). Die DNA-Synthese 
(Proliferation) humaner Sebozyten wird durch Gabe von Inhibitoren der APN 
oder/und der DP IV dosisabhangig gehemmt. Unsere Erfindung zeigt, dass zur 
Therapie und Prevention von dermatologischen Erkrankungen mit sebozytarer 
l-lyperproliferation und verdnderten Differenzierungszustanden die Applikation 
von Hemmstoffen der oben genannten Enzyme bzw. entsprechender Zubereitun- 
gen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 
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